









































bodily  systems,  including  the peripheral  immune  system  [1,2].  In  clinically  confirmed 
Multiple Sclerosis (MS) patients, the BBB is compromised, allowing free access of adaptive 




























































tact  (i.e., pre‐lesion) medial corpus callosum after only  two days of  feeding cuprizone 
(CPZ) to mice [13]. A similar change was observed in normal‐appearing white and grey 
matter  from MS patients  [13]. Notably, using  traditional histological  staining methods 














sional  dynamic‐contrast  enhanced MRI),  the  greater  the  inflammation  (measured  by 
quantifying urinary neopterin, a product of activated macrophages)  [31]. Although the 
BBB breach  is considered  transient,  the severity of  the disease  (e.g., mild or  relapsing‐
remitting) appears to be dependent upon the magnitude of the BBB permeability. MS pa‐
tients with more lesions (indicative of greater BBB disruption) have a higher frequency of 
symptoms  [32]. However, BBB disruption occurs  in other demyelinating diseases  (e.g., 




cific oligoclonal  immunoglobulin G  (~90% of MS patients)  in cerebrospinal  fluid  (CSF; 
[6,35,36]) indicative of immune system involvement [37–39]. However, oligoclonal bands 














to be determined and would  likely  require a broadly  concerted and  targeted  effort  to 
stamp‐out the disease. Such biomarkers would thus also be used to measure the efficacy 
of therapeutics [52–54].   
‘Omics’  approaches  provide  promise  to  define  critical molecular  alterations,  alt‐
hough the significance of their impact hinges entirely on what is sampled and when, the 
analytical method, as well as the nature of the model systems available [55,56]. If proteo‐
















tify key molecular pathways associated with  the  identified canonical proteins, and  the 












teins’  in body fluids, cells, tissues, and organs  [114,115]. However,  the  identification of 
canonical proteins (i.e., simply based on amino acid sequence) is now widely recognized 
as an insufficient approach considering the complexity of proteomes [110,111]. While the 
number of genes  is unchanged  in a cell or organism,  the proteome  is highly dynamic, 
responding to all physiological and environmental changes [116–118]. Proteoforms origi‐
nate  from  complex  processes  such  as  alternative RNA  splicing  and post‐translational 












top‐down  analyses). While  proteoform  detection,  identification,  and  quantification  is 




























nique  [132,133])  and  liquid  chromatography‐tandem mass  spectrometry  (LC‐TMS)  to 
identify intact species. This mass spectrometry‐intensive approach currently provides de‐
tailed identification of intact species, but this is largely only in the ~10–50 kDa range. In 




LC‐TMS  (i.e., 2DE/LC‐TMS)  to potentially  identify  thousands of proteoforms  from any 






out  extensive,  exhaustive,  and  labour‐intensive  separate  selective  analyses,  all  infor‐
mation concerning proteoforms is lost.   






















popularity  [87,105,137–140],  top‐down analyses are more accurate and  thorough  in  the 
assessment of the relevant, biologically active species, the proteoforms [110,113,124,141]. 
Literature  mining  and  utilization  of  bioinformatic  tools  (e.g.,  DAVID,  https://da‐
vid.ncifcrf.gov/,  PANTHER,  http://www.pantherdb.org/  and  STRING,  https://string‐
db.org/ [104,140]) are then used to begin the process of assessing the potential biological 
role(s) and interactions of the identified proteoforms. It should be noted, however, that 



















dance  of  70  canonical proteins  [105]; however,  only  a  few proteins  such  as  actin  and 
































































ples  from  the CPZ model  (e.g., peripheral blood mononuclear cells and splenic  tissue) 
have also been assessed [103]. Recently, we [166] and others [167,168] showed that there 
is marked demyelination and gliosis in the cerebellum and brain stem of CPZ‐fed mice. 


















Sample  MS  EAE  CPZ 
CSF  [59–61,63–73,75,77,78,82–84]  [99]  ‐ 
Blood  [57,62,74,79,84,85]  [98]  [103] 
Tear  [80]  ‐  ‐ 
Urine  [81]  ‐  ‐ 
Cerebrum  [58,76]  [86,90,92,95]  [101–105] 
Cerebellum  ‐  [92]  ‐ 
Brain stem  ‐  [92,100]  ‐ 
Spinal cord  ‐  [87–89,92–97]  ‐ 
Spleen  ‐  ‐  [103] 































vides only  information concerning  the disease status at  the  time of death. Since death 
would normally be after disease development and prolonged ill health (along with other 


















Canonical Proteins  Blood  Tear  Urine  CSF  Brain 
14‐3‐3 protein  ‐  ‐  [81]  [67]  ‐ 
Actin  [62]  ‐  ‐  [63,64,75]  ‐ 
Albumin  [84]  [80]  ‐  [61,63,64,68,70,75]  ‐ 
Alpha‐1‐antichymotrypsin  ‐  [80]  ‐  [60,64,66,67,69,78]  ‐ 
Alpha‐enolase  [62]  ‐  ‐  ‐  [76] 
Annexin  [57,62]  [80]  ‐  [77]  ‐ 
Apolipoprotein  [79]  [80]  ‐  [59,60,63,64,69–72,75]  ‐ 
Brevican core protein  ‐  ‐  ‐  [60]  [76] 
Clusterin  [79]  ‐  ‐  [64,69,70,75]  ‐ 
Complement  [79,84]  [80]  ‐  [63,64,69,70,72,75,84]  ‐ 
Contactin 1  ‐  ‐  ‐  [69,70,78]  [76] 
Corticosteroid‐binding 
globulin 
[85]  ‐  ‐  [60]  ‐ 
Creatine kinase  [62]  ‐  ‐  [77]  [58] 
Cystatin  [57]  [80]  ‐  [63,64,69,70,75,77]  ‐ 
Fatty acid‐binding protein  [57]  [80]  ‐  ‐  ‐ 
Fibrinogen  [84]  ‐  ‐  [63,73,75,84]  ‐ 
Gelsolin  [79]  ‐  ‐  [63,64,70,72]  ‐ 
Glutathione S‐transferase  [57]  [80]  ‐  ‐  ‐ 
Hemoglobin  ‐  ‐  [81]  [75]  [58] 
Heat shock protein  [62]  [80]  ‐  ‐  ‐ 
Immunoglobulin  [57]  [80]  [81]  [60,63,64,70,75,83]  ‐ 
Lipocalin  ‐  [80]  ‐  [63]  ‐ 
Neutral alpha‐glucosidase  [62]  [80]  ‐  ‐  ‐ 
Phosphatidylethanolamine 
binding protein 
‐  ‐  [81]  [63]  ‐ 
Protein S100  [57,85]  [80]  ‐  ‐  ‐ 
Receptor‐type tyrosine‐
protein phosphatase 
[57]  ‐  [81]  ‐  ‐ 
Secretogranin  [84]  ‐  ‐  [60,73,84]  ‐ 
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Myeloblastin  Prtn3  Metabolic  ‐ 
↓[57]; 
blood 
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Thrombospondin 1  Thbs1  Blood‐related  ‐ 
↑[85]; 
blood 
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for  every potential PTM  if  critical  information  concerning proteoforms  is  even  sought 
[110,113,124]. Nonetheless, in what can hopefully be seen as a comment on the comple‐
mentarity of available approaches,  for MS  samples, 14/29 articles employed  top‐down 
methodologies  [59,61–66,68,71,72,75,78–80]  while  15  used  bottom‐up  approach 
[57,58,60,67,69,70,73,74,76,77,81–85]. Of the 5 CPZ studies reviewed, three used bottom‐
up [101,102,105] and two used a top‐down approach [103,104]. In EAE studies, 8/15 were 
top‐down  [86,88–91,95,96,100] and  the  rest were bottom‐up  [87,92–94,97–99]. Thus,  the 







studies  but  ~90% were  canonical  protein  identifications  from  bottom‐up  assessments. 
Likewise, 43% and 46% of hits were from top‐down, while 57% and 54% were identified 







































































‘unique’ peptides are defined as  those  found to correspond  to one protein entry at the 
time of database interrogation [192]; their quality as a criterion may thus vary with time 




























































had also been  identified in another study using the stringent criteria necessary  to  fully 

















































sex was  found  in one study  [59]. However, a  focused comparative study  investigating 
differential sex‐dependent regulation (i.e., comparing protein changes between men and 
women) remains to be investigated. Similar data were found in animal studies. For exam‐
ple, a similar number of studies on males  [104,105] and  females  [101–103] were  found 
using CPZ. On  the contrary, nine EAE studies used  females [87,89–91,94,97,98,100] but 
only  two used males  [92,99], and no  information on  sex was  found  in  several  studies 




























and  1165  decreased  (Supplementary  Excel  File  S1). MS  studies  identified  abundance 
changes in 523 proteins across 28 studies; 340 increased in abundance and 183 decreased 
(Supplementary Excel File S1). Table 3 summarises the protein changes found to be com‐
mon among MS, EAE, and CPZ,  irrespective of  the  type of sample analysed  (i.e., both 



























vide  information  about  the  pathoetiology  of  the disease,  but  only  about  its  later  and 
longer‐term, progressive consequences. 
In MS and its animal models, histological examinations indicate a reduction in mye‐
lin proteins  [5,226,227]. However, proteomic analyses did not  replicate  the histological 














































(e.g.,  the gender of the handler) can produce marked  inter‐lab variations  in results ob‐
tained from rodents [235–237].   
















































Alpha 2‐HS glycoprotein  Blood‐related    ‐  ↑[65]  ↑↓[65,70,71]  ‐  ↓[71]  ‐ 
Alpha‐1‐acid glycoprotein  Blood‐related    ‐  ‐  ↓[69]  ‐  ↓[69]  ↑[79] 
Alpha‐1B glycoprotein  Blood‐related    ‐  ‐  ↑↓[70,75]  ‐  ‐  ↑[79] 
Alpha‐2‐macroglobulin  Blood‐related    ‐  ‐  ↓[69,70]  ‐  ↓[69]  ‐ 
Beta‐2‐microglobulin  Blood‐related  ↑[65,82]  ↑[65]  ↑[64,75,82]  ‐  ‐  ‐ 
Chitinase‐3 like protein 1  Blood‐related  ‐  ‐  ↑[64]  ‐  ↑[60]  ‐ 
Corticosteroid‐binding 
globulin 
Blood‐related  ‐  ‐  ‐  ↑[85]  ↑[60]  ‐ 
Fibrinogen  Blood‐related  ↑[73,84]  ↑[63,84]  ↑↓[63,73,75,84]  ‐  ↑[73]  ‐ 
Haptoglobin  Blood‐related  ↓[80]  ↑↓[63,80]  ↑↓[63,64,72,75,80,83]  ‐  ↑[60]  ‐ 
Pigment epithelium 
derived factor 
Blood‐related  ‐  ↑[63]  ↑↓[63,64,75]  ‐  ‐  ‐ 
Plasminogen  Blood‐related  ↓[65]  ↓[65]  ↑↓[64,75,77]  ‐  ↑[60]  ‐ 
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Platelet basic protein  Blood‐related  ‐  ‐  ↓[57]  ↑[85]  ‐  ‐ 
Serotransferrin  Blood‐related  ‐  ‐  ↑↓[69,70,75,77]  ‐  ↑[69]  ‐ 
Transferrin  Blood‐related  ↓[65]  ↑↓[63,65]  ↑↓[63,64,71]  ‐  ↓[71]  ‐ 
Transthyretin  Blood‐related  ‐  ↑[63]  ↑↓[63,64,71,75]  ‐  ↓[71]  ‐ 
Vitamin D binding protein  Blood‐related  ↓[82]  ↑[63]  ↑↓[63,64,70,75,82]  ‐  ↑[60]  ↑[79] 
Alpha‐enolase  Metabolic  ‐  ‐  ↑[62]  ↑[76]  ‐  ‐ 







Beta‐Ala‐His dipeptidase  Metabolic  ‐  ‐  ↓[70]  ‐  ↓[60]  ‐ 
Ceruloplasmin  Metabolic  ‐  ‐  ↑[64,70,75]  ‐  ↓[60]  ‐ 
Creatine kinase  Metabolic  ‐  ‐  ↑[62,77]  ↑[58]  ‐  ‐ 
Glutathione S‐transferase  Metabolic  ↑[80]  ↑[80]  ↑↓[57,80]  ‐  ‐  ‐ 
Prostaglandin D2‐synthase  Metabolic  ‐  ↑[63]  ↑[64,66]  ‐  ‐  ‐ 
Receptor‐type tyrosine‐
protein phosphatase 
Metabolic  ‐  ‐  ↓[81]  ↓[57]  ‐  ‐ 
Superoxide dismutase  Metabolic  ‐  ↑↓[63,78]  ↑↓[63,64,75,78]  ‐  ‐  ‐ 
Annexin  Immune response  ↑[80]  ↑[80]  ↑↓[57,62,77,80]  ‐  ‐  ‐ 









Lipocalin  Immune response  ↑[63,80]  ↑[80]  ↑[63,80]  ‐  ‐  ‐ 
Neuronal cell adhesion 
molecule 
Immune response  ‐  ↑↓[67,78]  ↓[78]  ‐  ‐  ‐ 
Protein S100  Immune response  ↑[80]  ↑[80]  ↑↓[57,80]  ↑[85]  ‐  ‐ 
Actin  Structural  ‐  ↑[63]  ↑↓[62–64,75]  ‐  ‐  ‐ 
Brevican core protein  Structural  ‐  ‐  ‐  ↓[76]  ↓[60]  ‐ 
Fibulin 1  Structural  ‐  ↓[78]  ↑↓[64,78]  ‐  ‐  ‐ 
Gelsolin  Structural  ‐  ↑[63]  ↑↓[63,64,70,72]  ‐  ‐  ↑[79] 
Zinc finger protein  Structural  ↓[82]  ‐  ↓[75,82]  ‐  ‐  ‐ 
Kallikrein 6  Protease  ↓[65]  ↑↓[63,65]  ↑↓[63,64,69,70,75]  ‐  ↓[69]  ‐ 
Vitronectin  Protease  ‐  ‐  ↑[64]  ‐  ↑[60]  ‐ 
Antichymotrypsin  Protease inhibitor  ↑[80]  ↑[67,78,80]  ↑↓[64,66,69,78,80]  ‐  ↓[60,69]  ‐ 
Angiotensinogen  Protease inhibitor  ‐  ↓[78]  ↑↓[64,78]  ‐  ‐  ‐ 






Protease inhibitor  ‐  ↑[63]  ↑[63]  ↓[81]  ‐  ‐ 
14‐3‐3 protein  Myelin component  ‐  ↑[67]  ‐  ↓[81]  ‐  ‐ 
Contactin 1  Myelin component  ‐  ↑[78]  ↑↓[69,70,78]  ↓[76]  ↓[69]  ‐ 
Clusterin  Molecular chaperone  ‐  ‐  ↑↓[64,69,70,75]  ‐  ↑[69]  ↑[79] 
Heat shock protein  Molecular chaperone  ↑[80]  ↑[80]  ↑[62,80]  ‐  ‐  ‐ 
Fatty acid‐binding protein  Transportation  ↑[80]  ↑[80]  ↑↓[57,80]  ‐  ‐  ‐ 

























EAE, CPZ) and MS patients assessed  in parallel  to  investigate whether  the  same pro‐
teoform changes in a given sample from MS patients are also found in the same samples 
from animal models. These studies would directly establish the effectiveness of animal 





























reflect efflux  limitations  (even with a compromised BBB), and/or  further processing of 
proteoforms (in or outside the brain) that then may appear to change in abundance in a 
manner opposite to that of the initial species. Nonetheless, such changes with disease do 
not  indicate  that a peripheral measure  is  less useful as a biomarker, as a validated bi‐
omarker need not be directly  related  to  the disease mechanism. Moreover, no  reliable 



















ported  in  tear samples, with AI and AII  increased  in abundance but apolipoprotein D 
decreased [80]. Does the increase or decrease in the abundance of apolipoprotein depend 
upon the analytical method used? Apolipoprotein E has been identified in six different 
top‐down  studies  (using CSF  samples), with  an  equal  number  reporting  an  increase 
[59,63,64] or decrease [71,72,75] in abundance. No bottom‐up study identified apolipopro‐











In EAE, changes  in  the abundance of peroxiredoxin‐1,2,4,5 and 6 were detected  in  the 
cerebrum [95], brain stem [100], and spinal cord [89,92,94], but with contradictory results 








excision process,  remain untested. For example, use of CyDyes  for protein  labelling  is 
compromised by several factors such as limited resolution at higher pI values, poor sepa‐
ration when proteins are highly acidic and basic, and protein location shift due to labelling 
[248]. Whether any of  these  factors effected  the study outcomes  regarding  this protein 
(and others) remains untested.   
Do metabolic protein changes in MS and animal models link with oligodendrocyte 




CPZ‐fed mice prior  to  the detection of any overt demyelination by conventional  tools, 
















Many  immune  system‐regulating proteins  such as  complement,  immunoglobulin, 
and GFAP proteins were detected in samples from MS patients as well as animal models 
(summarised  in Supplementary Excel File S1).  Interestingly, the differential abundance 





using  the  same method  (i.e.,  two‐dimensional difference gel electrophoresis). Comple‐
ment C3 abundance  increased  in CSF samples assessed using  the  top‐down approach, 
whereas complement factor H decreased in the same sample [72], suggesting differential 
regulation of complement protein subtypes, which may contribute to selective activation 
of  complement pathways  (e.g., classical,  lectin or alternative)  [252].  In  contrast, a  con‐









































































identified  a  consistent  increase  in  the  abundance of  antichymotrypsin  in CSF or  tears 
[64,66,78,80], whereas bottom‐up  studies  identified  increases  [60,67]  or decreases  [69]. 






[71];  this may be critical as such enzymes may be directly related  to  the apoptotic and 






responses  are high and  increase with  the progression of MS. Moreover,  the  increased 






































demyelination, some EAE studies have  reported an  increased abundance  in  the spinal 
cord  [94], whereas decreases were  identified  in  the whole cerebrum, cerebellum, brain 
stem and spinal cord  in other studies  [87,92]. Likewise, the abundance of both myelin‐






























































lin, apolipoprotein, and  complement  [293]. Most of  these  canonical proteins had been 
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identified  in previous studies of patient samples  taken at different disease stages  (e.g., 
PPMS, SPMS), suggesting that these proteins or perhaps specific proteoforms thereof may 
be used to monitor MS from early clinical stages and through progression.   
Szilagyi et al. used a bottom‐up  (iTRAQ) approach  to  look  for proteomic changes 
during the demyelinating phase in CPZ‐fed mice [295]. While most previous CPZ studies 
used whole brain samples for proteomic investigation [102–105], Szilagyi et al. [295] used 










This  review was designed  to discuss why  the  identification of key proteoforms  is 
critically important to investigate MS pathoetiology and to identify potential (early) bi‐
omarkers related to demyelinating conditions like MS. However, while the extensive re‐
view and comparative analysis of  the published  literature  revealed many potential bi‐
omarkers  that  reflect  the multifactorial pathoetiology of MS,  the majority also overlap 




























alytical approaches  into  consideration, we  recommend  the use of  integrative  top‐
down over bottom‐up analyses, since this is sensitive, has the highest inherent capac‐






























associated with multiple diseases will  likely be proven  to be common. Again,  the 






















































BU  Bottom‐up  PET  Positron emission tomography 
CBB  Coomassie brilliant blue  pI  Isoelectric point   
CNS  Central nervous system  PMS  Pediatric MS 
CPZ  Cuprizone  PPMS  Primary progressive MS 










GFAP  Glial fibrillary acidic protein    SDS  Sodium dodecyl sulfate 







MRI  Magnetic resonance imaging  TD  Top‐down 
MS  Multiple Sclerosis  TSPO  Translocator protein 
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